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Souhrn

Mnoho bunécnych proteini tvofi oligomery. Rovnovaha mezi monomernim a oligomernim
stavem téchto proteind hraje duleZitou roli v regulaci proteinové aktivity. Ovlivnéni oligomeri-
zace se tudiz nabizi jako zajimavy pfistup pfi vyvoji novych terapeutickych latek. Cilem tohoto
prehledového ¢lanku je shrnout informace o procesu proteinové oligomerizace a moznostech
jeji cilené modulace. Role oligomerizace v onkogenezi je prezentovéna na pfikladu nadoro-
vého supresorového proteinu p53, u kterého jsou v soucasné dobé zkoumany latky stabilizujici
jeho tetramerni strukturu. Z metod pro studium oligomerizace je zde predstavena metoda
vodik/deuteriové vymény ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, kterd je vhodnd pro detekci
protein-proteinovych interakci a analyzu dynamiky oligomerizace.

Klicova slova
proteomika — vyvoj novych lékl — nadorovy supresorovy protein p53 - oligomerizace -
vodik/deuteriova vyména

Summary

Many cellular proteins form oligomers. The equilibrium between monomeric and oligome-
ric states of these proteins is important for the regulation of protein activity. Modulation of
the oligomerization equilibrium could be an interesting approach in the development of new
therapeutic agents. This review summarizes information about protein oligomerization and
modulation of this process, demonstrating the role of oligomerization in oncogenesis by tumor
suppressor protein p53, which forms tetrameric structure. Today, many studies focus on finding
compounds that stabilize its tetramers. Among the methods for studying oligomerization, we
present hydrogen/deuterium exchange method coupled with mass spectrometry which is suit-
able for the detection of protein-protein interaction and analysis of oligomerization dynamics.
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Uvod
Proteiny se schopnosti oligomerizace re-
prezentuji vyznamny podil vsech buné¢-
nych protein0 [1]. Oligomery slozené
z identickych proteinovych podjednotek
se nazyvaji homooligomery a oligomery
tvorené interakci mezi riznymi proteino-
vymi podjednotkami jsou oznacovany
jako heterooligomery. Oligomery vétsi-
nou obsahuji sudy pocet podjednotek
a tvofi symetrické struktury [2]. Sila inter-
akce mezi podjednotkami a stabilita oli-
gomer( se u rliznych komplext lisi a je
zavisla na koncentraci, teploté a pH.
Procesu oligomerizace se Ucastni celd
fada regula¢nich faktor(, které udr-
zuji dynamickou rovnovdhu mezi jed-
notlivymi oligomernimi stavy proteind
v burice. Navazani regulacnich faktorG
na podjednotky oligomerl mGze zpU-
sobovat zmény ve struktufe podjedno-
tek, a tim i dramatické zmény ve struk-
tufe a funkci celého oligomeru. Dfive
se predpokladalo, ze v disledku struk-
turnich zmén se méni pouze struktura

oligomeru, ale ne jeho stechiometrie
(obr. 1) [3]. V roce 2005 byla publiko-
vana nova teorie oligomerizace, ktera
ukazala na piikladu porfobilinogen syn-
tazy (porphobilinogen synthase — PBGS;
EC 4.2.1.24), ze struktura proteinovych
podjednotek oligomeru stechiomet-
rii oligomerizace ovliviuje [4]. Dimery
PBGS na zékladé alosterické modulace
hoi¢ikem oligomerizuji v inaktivni hexa-
mer nebo v aktivni oktamer [5]. Je prav-
dépodobné, Ze podobna regulace bude
nalezena i u dalSich protein( [6].

Pro¢ spolu proteiny tvofi stabilni oli-
gomerni komplexy? Tato schopnost jim
pfindsi fadu funkénich vyhod [1]. Jed-
nou z vyhod je, Ze exprese podjednotek
o niz8i molekulové hmotnosti snizuje
pravdépodobnost chyby pfi ribozomalni
syntéze. Tudiz oligomer sloZzeny z ma-
lych proteinovych podjednotek bude
syntetizovan bezchybné s vyssi pravdé-
podobnosti nez protein se srovnatelnou
velikosti. Dal$i vyhodou je moZnost mo-
dulace aktivity protein(i ovlivnénim je-

jich oligomerizace. Je-li protein aktivni
pouze v oligomerni formé, Ize iniciaci
oligomerizace protein aktivovat a jeji in-
hibici naopak inaktivovat bez zasaht do
proteinové exprese.V neposlednifadé je
vyhodou oligomer jejich odolnost vici
denaturaci a nasledné degradaci.

Oligomery v onkogenezi

Jednim z nejstudovanéjsich proteinl
tvoficich oligomery je nddorovy supre-
sorovy protein p53. Protein p53 je sek-
venéné specificky transkripéni faktor,
ktery mdze béhem bunécného stresu
zastavit bunéc¢ny cyklus, aktivovat me-
chanizmy pro opravu DNA, vyvolat sene-
scenci, nebo apoptézu bunék [7]. Vzhle-
dem k antionkogennim vlastnostem
proteinu p53 jsou pfedmétem mnoha
vyzkum faktory, které aktivitu tohoto
proteinu reguluji. Protein p53 se na DNA
vaze prostrednictvim DNA vazebné do-
mény ve formé dimer(. Tyto dimery po
vazbé k DNA vzijemné oligomerizuji
a ddvaji vzniknout aktivnimu tetrameru,
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Obr. 1. Teorie oligomerizace.

A. Klasicka teorie: aktudIni konformace proteinu ovliviiuje strukturu vysledného oligomeru, ale nema vliv na jeho stechiometrii. Protein

v konformaci 1 i v konformaci 2 tvori tetramer.

B. Nova teorie: aktudlni konformace proteinu urcuje strukturu i stechiometrii oligomeru. Protein v konformaci 1 tvoii tetramer, avsak
zméni-li se jeho struktura v konformaci 2, tvofi trimer.
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Obr. 2. H/D vyména - globdlni a lokalni analyza.

H/D vyména je zahajena inkubaci proteinu v pufru s D,0, kdy dochazi k vyméné amidovych vodiki za deuteria z pufru. P¥i lokalni analyze
je po zastaveni reakce protein Stépen a vysledné peptidy jsou separovany kapalinovou chromatografii (high performance liquid chroma-
tography - HPLC) a méfeny hmotnostnim spektrometrem (mass spectrometry — MS). Globdlni analyza vynechava krok stépeni a protein

méii pomoci HPLC/MS v nativni formé.

ktery spousti transkripci [8,9]. Nejvétsi
mnozstvi mutaci vedoucich k inaktivaci
proteinu p53 bylo popsano pravé v jeho
DNA vazebné doméné [10]. Avsak i mu-
tace v oligomeriza¢ni doméné, které
blokuji oligomerizaci, mohou zputsobo-
vat snizeni nebo az zastaveni jeho trans-
aktivacni aktivity [9]. Mutace v oligo-
merizacni doméné neplsobi pouze na
aktivitu proteinu p53, ale také maji vliv
na jeho lokalizaci v burice. V oligomeri-
zacni doméné se nachazi signalni sek-
vence pro export proteinu z jddra do
cytoplazmy. U tetramer( je tato sek-
vence na rozdil od dimer(i a monomerti
skrytd [11]. Monomery a dimery pro-
teinu p53 jsou transportovany z jadra
do cytoplazmy, kde mohou byt degra-
dovany ubikvitin-proteazomovou ces-
tou, zatimco aktivni tetramery z(sta-
vaji v jadie. Vzhledem k vyznamnosti
proteinu p53 a dulezitosti jeho tetra-
merizace roste pocet studii, které se za-
byvaji hledanim nizkomolekularnich li-
gandl stabilizujicich jeho tetramerni
formu [12-15]. Tyto ligandy by v bu-
doucnu mohly dat zdklad novym te-
rapeutickym latkdm. Kromé proteinu
p53 je proces oligomerizace zkouman

i u dalSich proteind spojovanych s rako-
vinou, a to napf. u proteint AGR2 [16],
MDM2 [17] a pyruvat kindzy M2 [18].

Ovliviovani oligomerizace

a jeho pfinos

Modulace oligomerizace je velice za-
jimavy pfistup ve vyvoji novych tera-
peutickych latek. Jejim cilem muze byt
inhibice oligomerizace anebo naopak
stabilizace vznikajicich oligomerd. Inhi-
bovat oligomerizaci je mozné za pouziti
kompetitivnich molekul, které se vdzou
pfimo na oligomeriza¢ni mista proteind,
¢imz zabranuji jejich vzajemné inter-
akci [19,20]. Ke stabilizaci oligomernich
molekul jsou vyuzivany ligandy, které
pfemostuji vazbu mezi podjednotkami
oligomeru a tim ji upevnuji [14], nebo
se vazou na jednotlivé monomery a ces-
tou alosterickych strukturnich zmén pro-
teinl zvysuji jejich afinitu [21]. Jednim
z dnes jiz pouzivanych 1ékd, ktery ovliv-
nuje oligomerizaci protein(, je paclita-
xel. Tento 1ék je uzivan samostatné nebo
v kombinaci s dalSimi léky jako cytosta-
tikum k Ié¢bé rakoviny vajec¢nikd, prsu,
plic a dalsich tkani [22]. Paclitaxel se
véaze na dimery tubulinu, stabilizuje vzni-

kajici mikrotubuly a tim inhibuje déleni
bunék [23,24].

Metody studia oligomerti

Rada latek ovlivAujicich oligomerizaci
proteinli byla objevena ndhodou [25].
Avsak diky rozvoji novych metod mnoz-
stvi publikaci zabyvajicich se hleda-
nim latek zacilenych na modulaci oligo-
merizace proteinl v poslednich letech
stoupd. K analyze struktury proteinu
a jejich oligomernich komplexd jsou
pouzivany metody rentgenové krysta-
lografie a nukledrni magnetické rezo-
nance [26]. Zatimco pfi rentgenové krys-
talografii je hlavni nevyhodou nutnost
krystalizace proteinQ, nukledrni mag-
netickd rezonance sice proteiny méfi
v roztoku, ale nelze ji pouzit pro analyzu
velkych komplex(. Vzhledem k témto
omezenim jsou k urceni oligomerniho
stavu pouzivany také metody gelové
chromatografie a analytické ultracen-
trifugace, které navic dokazi urcit i re-
lativni zastoupeni jednotlivych oligo-
merd [27,28]. S uvedenymi technikami
se Ize v literatufe setkat nejcastéji, a ac-
koliv jsou schopny poskytnout detailni
informace o struktufe oligomernich
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komplex(, nedokazi mérit molekularni
dynamiku a drobné konformaéni zmény
proteinC.

Vodik/deuteriova vyména

Metoda vodik/deuteriové (H/D) vymény
dokaze nejen detekovat koexistujici mo-
nomerni a oligomerni formy protein(,
ale také analyzovat dynamiku oligomeri-
zace a najit vazebnd mista protein(. H/D
vyména je s oblibou spojovéna s hmot-
nostni spektrometrii [29], ale k detekci
vyménénych vodik{i je mozné pouzit
i nuklearni magnetickou rezonanci [30].
Metoda je zaloZena na principu vymény
amidovych vodik( proteint za deu-
teria z okolniho roztoku [31]. Vodiky,
které tvofi vodikové mustky, pfipadné
nepfistupné vodiky uvnitf slozeného
proteinu, jsou vlci vyméné chranény.
Naopak snadno pfistupné vodiky na
povrchu proteinu jsou vyménovany za
deuteria s vysokou rychlosti. Jelikoz je
deuterium téz3i nez vodik, zplsobuje
jeho zabudovéni posun v hmotnostnich
spektrech k vy$sim hmotnostem. Diky
tomu je mozné v hmotnostnich spekt-
rech od sebe odlisit rizné konformace
proteinu, které se lisi v poctu zabudova-
nych deuterii.

Pfi H/D vyméné existuji dva zékladni
typy analyz - lokdlni a globdlni [32].
U obou analyz je protein inkubovan
v pufru s D,O a vyménna reakce je za-
stavovana snizenim pH a sniZzenim tep-
loty (obr. 2). U lokalni analyzy je pro-
tein nasledné $tépen pepsinem nebo
jinou protedzou stépici v oblasti kyse-
[ého pH. Vzniklé peptidy jsou separo-
vany pomoci kapalinové chromatografie
on-line spojené s hmotnostnim spekt-
rometrem. Naopak u globalni analyzy
je Stépeni proteinu vynechano a pro-
tein je analyzovdn v hmotnostnim spek-
trometru v nativni formé. Globalni ana-
lyza je uzite¢nd k celkovému néhledu na
chovani protein(, k detekci protein-pro-
teinovych interakci a k odhaleni pfitom-
nosti oligomernich forem proteinG ve
vzorku. Lokalni analyza poskytuje infor-
mace na urovni peptidd a je schopna
lokalizovat mista protein-proteinovych
interakci a alosterickych strukturnich
zmén protein(. Ke studiu oligomerizace
proteind je vyuzivana globalni i lokalni
analyza [33,34].

Je-li v analyzovaném vzorku pro-
tein pfitomen v monomerni i oligo-
merni formé, je mozné oba tyto stavy
sledovat zaroven v jednom hmotnost-
nim spektru. U monomerniho proteinu
Ize o¢ekavat vyssi rychlost vymény vo-
dikd za deuteria nez u proteinu v oligo-
merni formé, jelikoz je cely jeho povrch
pfistupny okolnimu roztoku. V oligo-
mernim proteinu si podjednotky vza-
jemné stini, coz zpUsobuje snizeni deu-
terace ve stinénych mistech. Diky tomu
jsou ve vysledném hmotnostnim spek-
tru pfitomné dva piky, které nalezi pro-
teinu v monomerni a oligomerni formé.

Metodu H/D vymény je tedy mozné
vyuzit k analyze struktury oligomernich
komplexd, ale je také vhodna ke studiu
latek ovliviujicich oligomerizaci pro-
teind, které mohou mit terapeuticky
potencial.

Zaveér

Detailni porozuméni protein-proteino-
vym interakcim, mezi které patfi i tvorba
oligomernich struktur, je nezbytné k da-
kladnému pochopeni biologickych déju
a muze byt klicem k navrhu novych te-
rapeutickych latek. Pro studium pro-
tein-proteinovych interakci je unikatni
metoda H/D vyména, kterd lokalizuje va-
zebnd mista proteind a analyzuje jejich
alosterické strukturni zmény. Pomoci
této metody lze studovat i interakce
mezi potencidlnimi IécCivy a proteiny
a vliv téchto léc¢iv na zménu proteinové
struktury a na zmény v interakcich mezi
studovanymi proteiny.
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